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(57) Abstract 

Process for the production of products having bacterial activity and capable of converting glycerol into 1,3-propanediol. 
The invention consists in firstly producing bacterial strains or species which ferment glycerol from anaerobic microbial habitats 
present in nature and enriching by discontinuous fermentation said precultures. The products having bacterial activity are then is- 
olated used to convert glycerol by fermentation into 1,3-propanediol. The invention is characterized in that the conversion results 
in high yield and in that the biosynthesis of 1,3-propanediol prevents the formation of a large number of by-products. 



(57) Abrege 

Procede pour I'obtention de produits a activite bacterienne capables de transformer le glycerol en 1,3-propanediol. L'inven- 
tion consiste a obtenir d'abord des souches ou especes bacteriennes fermentam le glycerol a partir d'habitats microbiens anaero- 
bies presents dans la nature. A partir des precultures actives, on realise unc etape d'enrichissement en fermentation discontinue, 
puis oh isole les produits a activite bacterienne pour effectuer la conversion du glycerol par fermentation en 1,3-propanediol. Le 
rendement de la conversion est elevfe et la biosynthese du 1,3-propanediol evite la formation d'un nombre eleve de sous-produits. 
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Precede pour l'obtention de produits a activite 
bacterienne, capables de transfor mer le glycerol en 

1 , 3 -propanediol , souches correspondantes et 

application a la production indu strielle de 1, 3- 

5 propanediol . 

La presente invention concerne la production de 
1,3- propanediol par fermentation de glycerol . Elle a 
plus particulierement pour objet l'obtention de 
produits a activite bacterienne, capables de 
10 transformer le glycerol en 1,3- propanediol et leur 
application a la production industrielle de 1,3- 
propanediol . Les produits a activite bacterienne 
obtenus selon 1 * invention sont des populations 
microbiennes representees par des ecosystemes 
15 anaerobies de digesteurs de residus agro-industriels, 
de sediments et de boues, ou de nouvelles souches 
pures issues de ces milieux . Parnii ces dernieres , on 
peut notamment citer : Enterobac ter aaalomerans , 
biogroupe V et Clostridium butvricum • 
20 L' invention a encore pour objet la production 

industrielle de 1,3 -propanediol a partir de glycerol 
de co-produits et residus de transformation de 
matieres d'origine vegetale ou animale, et en 
particulier les co-produits de distillation d'alcool 
25 d'origine agricole (ethanol industriel ou bioethanol, 
alcools de bouche et eaux de vie , et substances 
analogues). 

Le 1,3-propanediol ou trimethyleneglycol est un 
produit de base pour la synthese des polyurethanes et 
30 des polyesters , qui se substitue avantageusement aux 
matieres premieres actuellement utilisees, comme 
1 'ethyleneglycol, le 1 , 2-propanediol et le 1,4- 
butanediol,. grace aux caracteristiqu'es qu'il confere 
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aux produits obtenus : resistance des fibres , 
elasticity, resistance a la lumiere, a la corrosion, 
... II s 'utilise egalement comme additif dans la 
preparation de produits agro-alimentaires, et 
5 pharmaceutiques ( agent humectant par exemple ) dans 
les aliments pour animaux, le tabac, les preparations 
pharmaceutiques . — 

La synthese chimique de 1 , 3-propanediol 
s'effectye a partir de l'acroleine, matiere tres 
10 toxique , et issue de sources fossiles . Elle 
necessite plusieurs etapes : deshydratation en 
hydro xypropanal puis hydrogenation catalytique, 
mettant en oeuvre des reactions delicates a realiser 
et dont les principaux inconvenients sont les risques 
15 dus a l'acroleine et aux produits secondaires, les 
conditions strictes de synthese f la contamination 
eventuelle du produit fini par des substances 
toxiques, ce qui reduit les usages du 1,3-propanediol. 
La formation de 1,3-propanediol a et6 mise en 
20 evidence ces dernieres annees chez quelques bacteries 
anaerobies facultatives et strictes, se developpant a 
partir de glycerol comme substrat carbone . Mais le 
nombre de bacteries produisant du 1,3-propanediol et 
les connaissances sur les conditions de production 
25 sont encore restreints. En effet, seulement trois 
genres principaux sont connus : Clostridium, 
Klebsiella , Citrobacter, choix reduit qui. limite les 
possibilites d 1 amelioration de la production. 

Les premiers travaux relatant la formation 
30 microbienne de 1, 3-propanediol ont ete presentes par 
Magazanik et col., 1954 , (J. Bacterid., 66, 611- 
619), chez Klebsiella pneumoniae , bacterie anaerobie 
facultative . La voie raetabolique de biosynthese dii. 
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1 , 3 -propanediol a ete ulterieurement caracterisSe par 
Forage et Foster, 1982, ( J. Bacterid., 149, 413-419 
) , et elle comprend deux etapes enzymatiques 
effectuees par une glycerol-deshydratase a coenzyme 
5 B12 dependante et une 1,3-propanediol oxydorSductase a 
NAD . Le rendement de conversion du glycerol comme 
monosubstrat en 1,3- propanediol est chez cette 
bacterie d' environ 40-45 % ( poids/ poids) . Les 
autres produits formes par la bacterie a partir du 
10 glycerol" sont : l f acetate, le lactate, I'ethanol, le 
2,3- butanediol. 

Dans le genre Citrobacter, une espece a ete 
decrite comme formarit du 1,3-propanediol ; Citrobacter 
freundii (Homann et col., 1990, Appl. Microbiol. 
15 Biotechnol., 33, 121-126). Le rendement de conversion 
a partir de glycerol comme monosubstrat est proche de 
50% ( poids/poids) , avec formation preponderate 
d 1 acetate comme principal co-produit fermentaire, 
ainsi que des produits secondaires comme I'ethanol et 
20 le lactate . A la connaissance du demandeur , les 
seuls micro-organismes anaerobies stricts cites dans 
la litterature fermentant le glycerol en 1,3- 
propanediol appartiennent au genre Clostridium et les 
especes sont : C. acetobutylicum, C. bei jerinckii, C. 
25 butylicum, C. butyricum, C. kantontoi. 

Comme document illustrant l'etat de la 
technique dans le domaine de 1' invention, on peut 
egalement citer la demande de brevet EP-A-0 361.082 
qui decrit un procede de selection de souches 
30 bacteriennes disponibles, en particulier dans des 
collections de cultures, pour leur aptitude a 
transformer le glycerol en 1,3-propanediol. Selon ce 
' procede, on realise une fermentation dans des 
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conditions habituelles, en presence d'une des souches 
a selectionner, d'une solution de glycerine a 5% comrae 
seule source de carbone. On selectionne les souches 
qui procurent le meilleur renderaent de transformation 
5 en 1/3- propanediol. 

On connait aussi un procede de selection de 
souches a partir d ' echantillons de paille en 
decomposition et de compost . Neanmoins ce procede 
decrit pftr Biebl et al. (1991, Appl. Microb. Biol., 

10 * 36, n"5, 592-597) presente 1 ' inconvenient notable de 
necessiter une pasteurisation des echantillons avant 
leur mise en culture . Seuls les microorganismes 
sporules survivent a cette operation tandis que de 
nombreux genres , tels que Citrobacter et Klebsiella, 

15 sont detruits . 

Ce procede elimine ainsi avant l'etape de 
selection des micro-organismes pouvant presenter des 
caracteristiques interessantes . II est done tres 
specif ique et ne permet la selection que dans une 

20 gamme restreinte de micro-organismes. 

On notera de plus que ce document ne mentionne 
I'isolement de souches qu'a partir d f habitats , tels 
que de la paille en decomposition ou du compost, ou 
les organismes sont en presence d'air et non a partir 

25 d' habitats anaerobies. 

A partir de glycerol comme seul substrat 
carbone, la voie fermentaire chez Clostridium conduit 
respectiveraent a : 

la synthese de 1, 3-propanediol , voie 

30 assurant la regeneration des coenzymes reduits 
(NADH), 

la formation de metabolites : butyrate, 
acetate, ethanol, butanol, acetone, dioxyde de carbone 
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et hydrogene , en proportion variable selon les 
especes et les conditions, mais qui resultant 
directement ou indirectement des voies obligees de 
production d'6nergie (ATP) generant egalement les 
5 coenzymes reduits • Les tentatives d'apport de co- 
substrats carbonSs, tels les oses, pour favoriser les 
voies de production d'energie et orienter 
prSferentielleraent la synthese du 1, 3-propanediol a 
partir de glycerol, conduisent a 1 1 accumulation de ces 
10 * produits secondaires, facteurs potentieis d' inhibition 
des bacteries ( Biebl M. , 1991, Appl. Microb. Biol., 
35, 7O1-705). 

Les conditions de raise en oeuvre de ces souches 
bacteriennes , en cultures pures anaerobies, 
15 constituent des handicaps a l'echelle de la production 
de 1,3-propanediol en condition industrielle • II est 
en effet indispensable d'operer dans des conditions de 
sterility pour eviter les contaminations, d'acclimater 
les souches aux milieux de production et d* adapter les 
20 compositions et parametres des milieux . En outre , 
les produits de reaction sont sensibles aux 
inhibiteurs du milieu fermentaire, initialement 
presents ou formes. 

L" invention concerne I'obtention de bactSries 
25 anaerobies facultatives et strictes fermentant le 
glycerol et la production de 1, 3-propanediol par des 
esp&ces et des souches nouvellement decrites et 
obtenues, en cultures pures ou mixtes . Ce procede est 
destine a la production de 1,3- propanediol 
30 principalement a partir du glycerol contenu dans des 
substances issues de procedes industriels de 
transformation de matieres d'origines vegetales , ou 
de milieux a base de glycerol purifie. 
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Jusqu'a present , a la connaissance du 
deraandeur / aucun procede de production de 1,3 
propanediol n'a fait reference a des methodes 
d'obtention, d* isolement et d' utilisation des souches 
5 microbiennes a partir d' habitats microbiens 
anaerobies. Le nombre restreint de souches de 
collection productrices de 1,3 propanediol entraine 
des difficultes d'acclimatation des souches a des 
milieux $ussi varies que ceux d'origine industrielle. 

10 Sous un premier aspect, la presente invention a 

pour ob jet un procede pour l'obtention de produits a 
activite bacterienne, capables de transformer le 
glycerol en 1,3- propanediol, ledit procede comprenant 
les etapes de (a) preculture de populations 

15 anaerobies, issues d' habitats microbiens anaerobies, 
ladite preculture etant realisee dans des conditions 
anaerobies sur milieu nutritif tamponne , contenant du 
glycerol corarae seule source de carbone , (b) isolement 
des precultures microbiennes actives capables de 

20 fermenter le glycerol (c) enrichissement par 
fermentation discontinue desdites precultures dans un 
reacteur anaerobie , sur milieu nutritif a base de 
glycerol comme substrat et a pH regule (d) isolement 
des produits a activite bacterienne capables de 

25 transformer le glycerol en 1,3 -propanediol. 

L f invention part de 1 ' observation selon 
laguelle la f ei^mentation du glycerol en 1,3- 
propanediol est une etape prealable principale de la 
degradation qui prend place dans des ecosystemes 

30 anaerobies. 

La presente invention consiste a obtenir des 
produits a activite bacterienne , et en particulier 
des souches pures bacteriennes, fermentant le glycerol 
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a partir d' habitats microbier.s anaerobies representes 
par exemple par des digesteurs anaerobies, des 
sediments de milieux naturels (sols, et autres ) et 
de boues de bassin de stockage d 1 effluents . 

Selon 1' invention, des precultures de 
populations anaerobies Issues d f habitats microbiens 
anaerobies sont realisees en conditions anaerobies sur 
milieu nutritif tamponne, a base de glycerol comrae 
seule source de carbone et d'energie, dans le but de 
favoriser le developpement des souches capables de 
fennenter le glycerol. A partir des precultures 
actives , une phase d'enrichissement est effectuee en 
fermentation discontinue ( batch ) en reacteur 
anaerobie, sur milieu nutritif a base de glycerol 
15 comme substrat , et a pH regule. 

Les conditions pratiques de pH varient selon la 
nature des microorganismes isoles . Des pH compris 
entre 5 et 8, et de preference entre 6 et 7,5 se sont 
averes les plus appropries . 
20 Durant la phase de consommation du glycerol par 

la culture enrichie en microorganismes fermentant le 
glycerol, 1 ' isolement de souches bacteriennes est 
opere a partir de prelevements en anaerobiose, et 
mettant en oeuvre une methode de dilution des 
25 populations puis un etalement sur boites de Petri 
selon une technique de simple ou double couche de 
milieu de culture gelose , permettant de respecter les 
conditions anaerobies adapteas aux germes anaerobies 
facultatifs ou stricts. 

La presente invention concerne les produits et 
bacteries ainsi obtenus, a partir de sources 
microbiennes anaerobies capables de produire du 1,3 
propanediol,, et qui appartiennent eri particulier" aux 
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especes suivantes : Enterobacter aaalom erans , 
Clostridium butvricum , Cltrobacter amalonaticus . 

Sous un autre aspect, 1' invention concerne 
egalement de nouvelles souches bacteriennes 
5 identifiers par leur numero de depot aupres de la 
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes de 
l ( Institut Pasteur ( CNCM) , 25, rue du Docteur Roux 
, PARIS, a savoir : 

la souche Enterobacter aoalomerans , biogroupe 
10 V (souche PPDAF- INRA ) , deposee sous le N # 1-1210 
le 20 Mai 1992, 

- la souche Clostridum butvricum ( souche 
PPDAS- INRA), deposee sous le n* 1-1211 le 20 Mai 
1992, 

15 - la souche Citrobacter amalonaticus ( souche 

GAF-INRA) deposee sous le n* 1-1212 le 20 Mai 1992. 

Sous encore un autre aspect de 1' invention , le 
precede de production de 1,3-propanediol comprend la 
raise en oeuvre des produits a activite bacterienne, 
20 que ce soit en cultures pures - en particulier des 
bacteries Enterobacter aaalomerans , Clostridium 
butvricum - , ou en cultures roixtes d'^cosvstemes 
anaerobies qui contiennent au moins une des especes ou 
souches des bacteries : Enterobacter aoa lomerans , 
25 Clostridium butvricum , Citrobacter amalonaticus * 

Le procede selon 1' invention peut utiliser 
l'espece bacterienne Enterobacter aaalomerans et plus 
particulierement la nouvelle souche Enterobacter 
aaalomerans pour la production de 1,3-propanediol a 
30 partir de glycerol comme seule source de carbone 
assimile, espece nouvellement decrite pour sa capacite 
a ferraenter le glycerol en 1,3-propanediol. La mise en 
peuvre* des souches Enterobacter aaalomerans est 
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realisfee en conditions d' anaerobiose sur milieu de 
culture contenant du cobalt et en particulier sur 
milieu mineral additionne de 0,45 mg/1 de cobalt et 
avec contrdle et regulation du pH entre 6 et 7,5 et de 
5 prSfSrence a pH 7, dans une gamme de temperature 
situee entre 28 et 40 *C environ. 

La nouvelle souche Enterobacter aoalomerans se 
caracterise par un rendement de production de 1,3- 
propanediol d'au moins 74 mM pour 100 raM de glycerol 

10 consomme et une productivity volumique d'au moins 2 g 
de propanediol par litre et par heure en phase active 
de fermentation ('glycerol a 2%)- L' analyse du profil 
fermentaire revele que la biosynthese de 1,3- 
propanediol s'accompagne de la formation exclusive 

15 d'acide acetique comme co-metabolite majeur dose dans 
la phase aqueuse, ce qui constitue un moyen de 
siraplifier la phase de purification . La souche montre 
de plus un caractdre gazogene peu eleve h partir de 
glycerol • 

20 L' ensemble des caracteristiques relatives aux 

conditions et performances fermentaires du glycerol en 
1, 3-propanediol decrites ci-dessus : rendement tres 
eleve, forte productivite, acetate comme seul co- 
produit accumule , conferent au procede selon 

25 1' invention mettant en oeuvre l'espece Enterobacter 
aaalomerans et plus particulierement la nouvelle 
souche Enterobacter aaalomerans , des meilleures 
possibilites d' utilisation pour la production de 
propanediol a partir de glycerol comme source de 

30 carbone assimilable, en vue de 1 1 application 
industrielle a des solutions de glycerol purifie ou 
contenu dans les eaux de procedes de transformation de 
matieres organiques renouvelables • 
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Dans le procede selon l 1 invention on peut 
egalement utiliser la nouvelle souche Clostridium 
butvricum , pour la production de propanediol a partir 
de glycerol present dans des sous-produits d'origine 
5 agro-industrielle ou a partir de glycerol purifie, 
selon les conditions de fermentation suivantes : 

- anaerobiose stricte - purge du milieu par 
flux d* azote, ajout de composes reducteurs , 

- pH regule a des valeurs comprises entre 5 et 
10 8 et de preference entre 6 et 7,5, 

- temperature : situee entre 32 et 40* C, 
environ, notamment voisine de 37 *C. 

Le milieu de fermentation contient des elements 
mineraux cofacteurs de l'extrait de levure et du 
15 glycerol a des concentrations comprises entre 15 et 
200 g/1. 

II peut contenir en outre d'autres substances 
organiques soit non assimilees, soit capables d'etre 
utilisees en tant que co-substrat. 

20 Les rendements de conversion du glycerol en 

1,3-propanediol obtenus sur milieu d'origine 
industrielle sont semblables a ceux determines en 
milieu synthetique ; 64 % et 57% respectivement { 
rendement molaire ) • 

25 Dans les conditions conformes a 1" invention, la 

production de propanediol a partir de glycerol comme 
seul substrat carbone par Clostridium butvricum est 
realisee pour une concentration initiale en glycerol 
allant jusqu'a 200 g/1, de preference entre 65 et 180 

30 g/1/ avec une productivity volumique comprise entre 
4,5 et 2,3 g de propanediol par litre de fermenteur et 
par heure , durant la phase active de fermentation. 

Alors que les souches du genre Clostridium 
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fermentant le glycerol en 1 , 3-propanediol repertoriees 
dans la bibliographie produisent ur. grand norabre de 
sous-produits : acetate, butyrate , ethanol, lactate, 
. le precede selon 1' invention conduit a la 

5 formation d'un seul co-metabolite majeur , l'acide 
butyrique pouvant faciliter les operations ulterieures 
de recuperation du 1, 3-propanediol. 

Le procede faisant l'objet de la presente 
invention peut raettre en oeuvre toute population 
10 microbienne anaerobie d'origine naturelle ou 
industrielle dans laquelle la presence de l'espece 
Enterobacter acalomerans ou de Clostridium bu tvricum 
est demontree. 

Ce procede de production de propanediol a 
15 partir des populations mixtes ainsi definies, penaet 
une simplification de la mise en oeuvre des 
fermentations par diminution du risque de 
contamination. 

La production de 1 , 3-propanediol est effectuee 
20 a pH compris entre 5 et 8, et de preference entre 6,5 
et 7, pour une concentration en glycerol comprise 
entre 20 et 125 g/1. A 37 'C , et a pH 6,5, le 
rendement optimal de conversion du glycerol en 
propanediol est de 66,7 %, lorsque la fermentation est 
25 realisee avec 2% de glycerol- La plus forte 
productivite obtenue pour une culture a 50 g/1 de 
glycerol est de 2,4 g/l/hr. 

L' invention sera encore illustree sans etre 
aucunement limitee par les exemples qui suivent : 

T 

30 EXEMPL5 It 

Obtention et isolement de souches bacteriennes 
a partir de flores microbiennes anaerobies ferme ntant 
le glycerol en 1 , 3-prooanediol . 
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A partir d'une flore microbienne prelevee dans 
des habitats anaerobies tels les digesteurs anaerobies 
d'effluents de distilleries, d' agro-industries . , ainsi 
que des milieux anaerobies comme des sediments et des 
5 boues de sites recepteurs d'effluents, I'obtention des 
souches pures bacteriennes fermentant le glycerol est 
realis§e selon le protocole suivant, 

Une fiole type penicilline, contenant 120 ml de 
milieu nvineral tamponne et du glycerol ( 20 g/1 ) / 
10 est inoculee par 10 ml de la suspension bactfirienne et 
incubee selon les conditions citees a l'exemple 3. En 
phase fermentaire du glycerol, controlee par analyse 
en HPLC, 90 ml de la suspension sont preleves pour 
inoculer un reacteur anaerobie, contenant 0,9 1 de 
15 milieu de culture decrit ci-dessus . Durant la phase 
de production de propanediol observee par analyse 
HPLC, 1 ml de culture microbienne anaerobie du 
reacteur est preleve en condition aseptique et 
anaerobie ( seringue purgee a 1' azote ) pour inoculer 
20 un tube a bouchon a vis muni d'un septum, contenant 9 
ml d'eau physiologique anaerobie sterile. 

A partir du tube, des dilutions successives 
d'un facteur 10 sont realisees de tube en tube . Pour 
chaque tube de dilution de 10 3 a 10 6 , deux boites de 
25 Petri sont preparees: milieu brewer's ( Merck) en 
simple couche et milieu brewer's en double couche pour 
isolement des microorganismes anaerobies stricts. 
L' incubation se deroule en jarre anaerobie, purgee a 
1' azote , et maintenu sous anaerobiose par un 
30 dispositif " Anaerocult " de la Societe Merck a 37 'C . 
Apres 48 h , les colonies sont prelevees et inoculees 
en tube de milieu glycerol (A) pour exaraen et 
identification apres 24 h de culture selon les 
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criteres et methodes <ie microbiologia preconisSs pour 
les microorganismes anaerobies stricts et facultatifs. 
Selon cette methcde trois souches ; 

- Enterobacter agglomerans, bicgroupe V 
5 - Clostridium butyricum 

- Citrobacter amalonaticus 

sont obtenues a partir des sources microbiennes 
suivantes : boues de digesteur anaerobie, boues et 
sediments de milieux naturels ( sols, lagunes, 

10 etangs), a partir desquelles la production de 1,3- 
propanediol est observee. 

Les deux souches : Enterobacter ac alomerans et 
citrobacter amalonaticus, appartiennent a des espSces 
bacteriennes , non connues dans la litterature 

15 scientifique pour la fermentation du glycerol . La 
nouvelle souche de C. butvricum obtenue est dif f^rente 
des souches connues de l'espece par les profils 
fermentaires ( voir exeraple 3). 
EXEMPLE 2; 

20 Production de 1 , 3-pro panediol a partir de 

glycerol par Enterobacter agglomerans. 

Le milieu nutritif utilise pour la croissance 

et la production de 1, 3-propanediol par Enterobacter 

aaolomerans est un milieu mineral enrichi en extrait 
25 de levure et en sel de cobalt, contenant du glycerol 

comme seule source de carbone et d'energie . 
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Composition du milieu de culture 



KH 9 P0 A 


6 g 


K 7 HP0 4/ 3H 9 0 


10,7 g 




0,4 g 


MgSO d , 7H o 0 


0,2 g 


CaCl? 


0,1 g 


C0C1,, 6H 9 0 


1,8 mg 


Extrait de levure 


1 g 


Solution minerale 
* 


1 ml 


Glycerol 


20 g 


H 2 0 distillee qsp 


1 1 




Solution minerale 


EDTA 


5 g 


K3BO3 


0,124 ( 


MnCl 2 , 4H 2 0 


0,03 g 


C0C1 2 / 6H 2 0 


0,02 g 


FeS0 4 , 7H 2 0 


2 g 


ZnS0 4 , 7H 2 0 


0,1 g 


NaMo0 4 , 2H 2 0 


0,03 g 


NiCl 2 , 6H 2 0 


0,02 g 


Solution minerale ( suite) 


CuCl 2 , 2H 2 0 


0,01 g 


H 2 0 distillee qsp 


1 1 


Le milieu 


est porte a ebullition 



puis refroidi 



25 sous azote . Apres autoclavage, il est reduit par 
ajout d'une solution de L-cysteine a 20 gl~^* ( 0,5 % 
vol/vol). 

La pre-culture ( 90 ml) inoculee a partir de 
tubes de conservation ( 10 ml) est realisee en flacons 
30 penicilline anaerobies, a 37 *C. Apres 36 h 
d' incubation, 1 1 inoculum active est transf£re dans un 
reacteur anaerobie de 1 1 precedemment decrit, 
.contenant 904,5 ml. de milieu reduit a 2 % de glycerol 
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et purge a 1' azote gazeux. 

La fermentation se deroule a 37 *C , a pH regule 

a 7. 

Le glycerol est exclusivement converti par 

5 Enterobacter aaalomerans en 1/ 3 -propanediol et acetate 
en tant que metabolites hydrocarbones avec des 
rendements molaires respectifs de 74 mM de PPD et de 
24 mM d* acetate formes a partir de lOO mM de glycerol 
consomme . Les resultats sont rassembles a la figure 1 

10 qui est" un diagramme illustrant le profil de 
conversion du glycerol par Enterobac ter aaalomerans , 
dans lequel on a porte, en abscisses, la duree de 
conversion exprimee en heures et en ordonnees, 
respectivement sur 1 1 axe de gauche la quantite de 

15 biomasse exprimee en g/1 et sur I'axe de droite les 
quantites de glycerol et de produits formes (1,3- 
propanediol et acetate) , exprimees en mM. 

La productivity volumique maximale en 1,3- 
propanediol est de 1,98 g de PPD/l/h, ce qui se 

20 traduit par une duree de fermentation de 12 heures. 
EXEMPLE 3; 

Production de 1 . 3-prop anediol oar Clostridium 

butvricum. 

Clostridium butvricum est mis en culture 
25 pendant 24 heures sur milieu mineral fortement 
tamponne a base de glycerol dont la composition est 
decrite ci-dessous. L' incubation se deroule dans des 
flacons de type penicilline, hermetiquement clos, de 
120 ml , en conditions anaerobies strictes 
30 (atmosphere d' azote, ajout de composes reducteurs dans 
le milieu apres autoclavage ) a 37 "C . Le taux 
d* ensemencement est de 10% vol/vol. 

Ces precultures sont ensuite utilisees • pour 
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inoculer des fermenteurs de 1 1 ( ajout de 90 ml de 
pre-culture dans 900 ml de milieu nutritif sterile ) 
, maintenus en conditions anaerobies ( utilisation 
d 1 azote en phase gazeuse ) et munis de systemes de 
5 regulation du pH (ajout controle de soude 2N) et de 
temperature ( circulation d'eau thermostatee ) . 

L'homogeneisation est assuree par agitation 
magnetique et un piege a oxygene a pyrogallol, place a 
1' interface reacteur-atmosphere , permet d'eviter les 
10 entrees d' oxygene dans le reacteur • 

Les fermentations ont lieu a 37 *C / a pH 
controle a 6/5 sur milieu salin contenant 10 % vol/vol 



de glycerol. 

TABLEAU I 

15 Composition des milieux de culture 







(A) 

milieu tamponne 
(fiole) 


(B) 

milieu pour 
reacteur pH 
regule 


20 


K 2 HP0 4 


3,4 g 


ig 




kh 2 po 4 


1,3 g 


0,5g 




CaCOo 


2 g 


0 




(NH 4 T 2 S0 4 


2 g 


2g 




MgS0 4 , 7H 2 0 


0,2 g 


0,2g 


25 


CaCl 2/ 2H 2 0 


20 mg 


20mg 




FeS0 4 , 7H 2 0 


5 mg 


5mg 




Extra it de 


i g 


ig 




levure 








Glycerol 


20 g 


20 a 200g 


30 


H 2 0 distillee qsp 1O00 ml 


QSP 1000 ml 



Le milieu tamponne (A) est porte a ebullition, 



reparti dans des fioles herraetiquement bouchees 
(bouchon butyl et capsule metallique) et refroidi sous 
azote avant autoclavage. 
35 Les reacteurs, apres autoclavage, sont 

refroidis sous flux d* azote pour eviter la dissolution 
d f oxygene dans le milieu. ' Les solutions reductrices et 
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vitaminiques ci-apres sont ensuite ajoutees ( a 2% et 

4% volume/volume respectivement ) dans ces milieux. 

Solution reductrice 

6,25 g de L-cysteine et 6,25 g de Na 2 S, 9H 2 0 
5 sont dissous dans 500 ml d'une solution de soude 0,8 N 

prealablement desoxygenee. 

Solution vitaminioue 

Biotine 5 mg 

Acide para-amino-benzoique 2 g 

10 Cobalaraide 15 mg 

H 2 0 distillee qsp 100 ml 

Le prof il de fermentation est presente a la 

figure 2 qui est un diagramme analogue a la figure 1 , 

etabli pour illustrer le profil de conversion du 
15 glycerol par Clostridium butvricum , les produits 

formes 6tant dans ce cas le 1,3-propanediol et le 

butyrate. Le rendement de la culture pure de 

Clostridium butvricum ( souche 1-1211) est de 57 mM de 

1, 3-propanediol forme par 100 mM glycerol consomme. Le 
20 butyrate est le seul co-produit hydrocarbone d6tect£ 

en phase aqueuse et represente moins de 7% de la 

quantite molaire de glycerol consomme . 

Lorsque la fermentation debute avec 65 g 

glycerol/1, la productivite maximale de conversion en 
25 1,3-propanediol est de 4,5 g/l/hr et la duree de 

fermentation est de 22 heures. 

EXEMPLE 4; 

Production de 1 , 3-prooanediol par Clostridium 
butvricum a partir de residus industrlels d'orioine 
30 aoricole et alimentaire contenant du glycerol, 

Le microorganisme est pre-cultive en conditions 
d'anaerobiose stricte, a 37 *C en fioles p€nicilline, 
sur milieu mineral fortement tamponne (A) decrit dans 
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l'exempie 3, pendant 24 heures • Ces precultures sont 
ensuite utilisees pour inoculer un milieu d'origine 
industrielle dans leguel le glycerol est le compose 
organique majeur, representee par des effluents de 
5 distillation d'alcool d'origine agricole. 

Pour les fermentations presentees ci-apres, les 
co-produits disponibles industrielleraent sont prepares 
selon le protocole suivant : ajustement de la teneur 
en glycerol entre 14 et 15,8 g/1 par dilution du 

10 milieu et addition de facteurs nutritifs et salins 
(K 2 HP0 4 : 1 gl" 1 ; K 2 H?0 4 ; 0,5 gl" 1 ; (NK 4 ) 2 S0 4 : 2 gl" 1 ; 
MgS0 4 , 7H 2 0: 0,2 gl" 1 ; COCl 2 /2H 2 0: 20 mg" 1 ; FeS0 4/ 
7H 2 0: 5 mgl" 1 ; 1 gl" 1 d'extrait de levure ). 

Les reacteurs anaerobies contenant 0,9 1 de 

15 milieu sont autoclaves et refroidis sous azote et 
reduits par addition de la solution reductrice citee a 
l'exempie 1. 

L' inoculation est effectuee par 90 ml de 
suspension bacterienne , et la fermentation est 
20 conduite a pH 6,5 avec regulation et a 37 *C. 



WO 93/25696 



19 



PCT/FR93/00568 



TABLEAU II 

Caracteristiques de la conversion de glycerol 
d'origine naturelle par Clostridium butyricum ( souche 



Origine du Eau residuaire 
substrat de distillerie 

n*l (vinasse de 
vin rouge) 


Eau residu-. 
aire de dis- 
tillerie n'2 
(vinasse de 
vin blanc) 


concentration initiale 15,8 g/1 


14g/l 


en glycerol 




production de 8,4 g/1 


6,6 g/1 


1 , 3 -propanediol 




rendement molaire 0,64 


0,57 


mole de PPD produit/mole 




de glycerol consomme 





EXEMPLE 5: 



Production de 1 , 3-propanediol par une 
population microbienne de dioesteur anaerob ie d'eaux 

20 residuaires de distilleries de bio-ethanol, contenant 
les souches Clostridium butvrlcum ( souche 1-12 1U ou 
Enterobacter aqglomeransf souche 1-1210) . 

La flore microbienne mixte anaerobie a ete mise 
en culture selon le protocole de preparation des 

25 fermentations decrit dans l'exemple 3. 

Le milieu de fermentation en reacteur anaerobie 
comprend du glycerol a concentration variable : entre 
20 et 125 % ( poids/volume) ; les cultures se deroulent 
a pK compris entre 5 et 8, et a 37 "C. 

30 Les figures 3a et 3b montrent le profil de 

conversion du glycerol par la flore anaerobie de 
digesteur qui est! tine flore microbienne • anaerobie 
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mixte . 

La figure 3a est un diagrarame analogue aux 
figures 1 et 2 avec en ordonnees, a droite, les 
quantites en mM de glycerol et de 1,3-propanediol 
5 formes , tandis qu'a la figure 3b l'axe des ordonnees 
a gauche montre les quantites en mM de gaz (CO2/ H 2 ) 
formees et a droite , les quantites en mM de produits 
(1,3-propanediol et butyrate ) formes. Le 1,3- 
propanediol est le principal produit forme par 

10 fermentation du glycerol par la population microbienne 
anaerobie , avec un taux de conversion tres eleve : 
66,7 mM de 1,3-propanediol forme a partir de 100 mM de 
glycerol consomme . La vitesse maximale de production 
de 1,3-propanediol ( productivity volumique ) est de 

15 2,3 g/l/hr, et pour une duree de fermentation de 11 
heures - Le propanediol forme n • est pas consomme et 
s'accumule au cours de la fermentation . L f acetate et 
le butyrate sont formes dans des proportions raolaires 
equivalentes pendant la phase de production de 1,3- 

20 propanediol , representant respectivement 7,4 et 6,6 % 
(mM) du glycerol consomme . Le CO2 et I'hydrogene sont 
les produits gazeux formes . 

Les effets des conditions de pH et de la teneur 
en glycerol ont ete illustres aux figures 4 et 5, 

25 respectivement , 

La figure 4 montre i'effet du pH sur le 
rendement molaire de production de 1,3-propanediol par 
la flore microbienne anaerobie mixte definie a 
l'exemple 5. 

30 II s'agit d'un diagranune dans lequel on a porte 

le pH en abscisses et , en ordonnees, le rendement 
molaire en 1,3-propanediol, exprime en %. 

" La figure 5 montre I'effet de la concentration 
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en glycerol sur la vitesse maximale de production de 
1 , 3-propanediol pour la meme flore microbienne 
anaerobie mixte . II s'agit d'un diagramme dans lequel 
on a porte en abscisses la quantite de glycerol 
5 exprimee en g/1 et en ordonnees la productivity, 
exprimee en g/l/h, de 1, 3-propanediol forme. 

D'un point de vue rendement de conversion du 
glycerol en 1,3 -propanediol, le pH le plus favorable 
est corapris entre 6,5 et 7; rendement de 66,7 % ( mM 
. 10 propanediol formS pour 100 mM de glycerol consomme ) - 
Mais la production de propanediol s'effectue a pH 7,5 
et jusqu'i pH 5, ou le rendement est encore superieur 
h 50%. Au niveau cinetique, la plus forte productivite 
est obtenue a pH 6,5 et pour une concentration 
15 initiale en glycerol de 50 g/1 : 2,4 g 1,3 -propanediol 
forme par litre et par heure. 
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RE VE ND I CAT I ONS 
1. Procede pour I'obtention de produits a 
activite bacterienne , capables de transformer le 
glycerol en 1/ 3-propanediol , ledit procede comprenant 
5 les etapes de : 

a) preculture de populations anaerobies , 
issues d' habitats microbiens anaerobies , ladite 
preculture etant realisee dans des conditions 
anaerobies sur milieu nutritif tamponne contenant du 

10 glycerol comme seule source de carbone, 

b ) isolement des precultures microbiennes 
actives capables de fernenter le glycerol; 

c) enrichissement par fermentation discontinue 
desdites precultures dans un reacteur anaerobie , sur 

15 milieu nutritif a base de glycerol comme substrat et a 
pH regule ; 

d) isolement des produits a activite 
bacterienne capables de transformer le glycerol en 
1, 3 -propanediol. 

20 2. Procede selon la revendication 1, 

caracterise en ce qu'a titre d 1 habitats microbiens 
anaerobies , on utilise des digesteurs anaerobies , 
par exemple d' effluents de distillerie, d'agro- 
industrie ou bien des milieux anaerobies tels que des 

25 sediments et des boues de sites recepteurs 
d' effluents. 

3. Procede selon l ! une des revendications 1 ou 
2, caracterise en ce qu'on regie le pH a une valeur 
comprise entre 5 et 8, et de preference entre 6 et 

30 7,5. 

4. Procede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce que 

" 1' isolement des souches bacteriennes est opere a 
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partir de prelevements en anaerobiose, avec dilution 
des populations puis etalenient sur boites de P§tri sur 
milieux de cultures geloses , dans des conditions 
anaerobies . 

5 5. Produits a activite bacterienne, capables de 

transformer le glycerol en 1 , 3 -propanediol , 
susceptibles d'etre obtenus par le procede selon l'une 
guelconque des revendications 1 a 4. 

6. Produits selon la revendication 5/ 
10 • comprenant des bacteries Enterobacter agglomerans f 

Clostridium butvricum cu Citrobacter amalonaticus , — , 
sous forme de cultures mixtes d'ecosystemes 
anaerobies . 

7. Produits selon l'une des revendications 5 ou 
15 6 consistant en des bacteries appartenant a I'espece 

Enterobacter agglomerans . 

8* Souche Enterobacter agglomerans , inscrite a 
la CNCM sous le n* 1-1210 . 

9 . Souche de Clostridium butvricum inscrite a 
20 la CNCM sous le n* 1-1211 , 

10 . Souche de Citrobacter a malonaticus 
, inscrite a la CNCM sous le n* 1-1212. 

11. Application des produits , especes et 
souches a activite bacterienne selon l'une quelconque 

25 des revendications 5 a 9 , en vue de la conversion* du 
glycerol par fermentation en 1 , 3-propanediol - 

12. Application selon la revendication 11/ 
selon laquelle on utilise I'espece Enterobacter 
agglomerans , en particulier la souche Enterobacter 

30 agglomerans 1-1210/ la conversion du glycerol en 1,3- 
propanediol etant realisee en condition d 1 anaerobiose 
avec controle et regulation du pH entre 6 et 7,5 et de 
.preference a pH 7, dans une ganutie de temperature 
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situee entre 28 et 40 *C environ . 

13. Application selon la revendication 11, dans 
laquelle on utilise la souche Clostridium butvricum I- 
1211 , la conversion du glycerol en 1 , 3-propanediol 

5 etant realisee en anaerobiose , avec pH regule entre 5 
et 8, et de preference entre 6 et 7,5 , et a une 
temperature situee entre 32 et 40*C. 

14. Application selon la revendication 11 , 
dans laguelle on utilise une flore microbienne 

10 anaerobie mixte , en particulier une population 
microbienne contenant les especes Enterobacter 
acalomerans et Clostridium butyricum et/ou les souches 
Clostridium butvricum 1-1211 et Enterobacter 
acolomerans 1-1210, 

15 15. Appli: cation de produits a activity 

bacterienne selon la revendication 5, consistant en 
des populations bacteriennes mixtes fermentant le 
glycerol et produisant du 1, 3-propanediol, lesdites 
populations contenant notamment la souche Citrobacter 

20 amalonaticus 1-1212 selon la revendication 10. 
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Blomosselg/l) Glycerol; produJts (mM), 
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Temps(n) 
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-e-Acdtate 



FIG.1 



Biomasse(g/l) Glycerol, produJts (mM) 




0 
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Biomasse (g/1) Glycerol J, 3-propQnediol(mM) 




Temps (h) 

— d — C02 -B-H2-A- Achate —e-Butyrate 

FIG.3b 
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^ Rendement molaire en propanediol (%) 
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Process for Making Products Having Bacterial Activity 
Capable of Converting Glycerol into 1 . 3-Propanediol , 
the Corresponding Strains, and their Use in the Industrial 
Production of 1 . 3-Propanediol . 

This invention involves making 1, 3 -propanediol by 
fermenting glycerol- More specifically, the subject is making 
products having bacterial activity capable of converting glycerol 
into 1,3 -propanediol and their use in the industrial production 
of 1,3 -propanediol. The bacterially active products obtained by 
the invention are microbial populations occurring in anaerobic 
ecosystems of digesters of agroindustrial residues, sediments, 
and sludges or pure new strains produced from these media* Among 
the latter, Enterobacter agglomerans , Biogroup V, and Clostridium 
butvricum are examples . 

Another subject of the invention is the industrial 
production of 1, 3 -propanediol from glycerol in coproducts and 
residues from converting materials of vegetable or animal origin, 
and especially, coproducts from the distillation of alcohol of 
agricultural origin (industrial ethanol or bioethanol, liqueurs, 
brandies, and analogous substances) • 

1, 3 -Propanediol or trimethylene glycol is a basic 
product for synthesizing polyurethanes and polyesters. It can be 
substituted advantageously for raw materials currently used, such 
as ethylene glycol, 1,2-propanediol, and 1, 4-butanediol, due to 
the characteristics that it imparts to the resulting products, 
such as fiber tenacity, elasticity, and resistance to light and 
corrosion. It is also used as an additive in preparing 
agricultural food products and pharmaceutical products (for 
example, as a humectant) , in animal feeds, tobacco, 
pharmaceutical preparations and others. 

1, 3-Propanediol is synthesized chemically from 
acrolein, a very toxic material, from fossil sources. The 
synthesis requires several steps: dehydration to hydroxypropanal 
followed by catalytic hydrogenation. These involve difficult 
reactions with risks due to the acrolein and secondary products, 
strict synthesis conditions, and possible contamination of the 
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in particular in collections of cultures, for their capability to 
convert glycerol into 1, 3 -propanediol. According to this 
process, fermentation is conducted under the usual conditions in 
the presence of one of the selected strains with a 5% solution of 
glycerin as the sole source of carbon. Strains are selected for 
the best yield in conversion to 1, 3-propanediol. 

A process of selecting strains is also known, starting 
with samples of decomposing straw and of compost. However, this 
process, described by Biebl et al (1991, Appl. Microb. Biol., 36, 
no. 5, 592-597) has the significant disadvantage of requiring 
pasteurization of the samples before culturing. Only sporulated 
microorganisms survive this operation, while many species, such 
as Citrobacter and Klebsiella, are destroyed. 

Thus, this process eliminates, before the selection 
step, microorganisms that could have interesting characteristics. 
Therefore, it is very specific and permits selection only from a 
limited range of microorganisms. 

It is further noted that this reference mentions only 
isolating the strains from habitats, such as decomposing straw or 
compost, where the organisms are in the presence of air, and not 
from anaerobic habitats. 

When starting with glycerol as the only carbonaceous 
substrate, the fermentation route with Clostridium leads to, 
respectively : 

• the synthesis of l, 3-propanediol, a route assuring 
the regeneration of reduced coenzymes (NADH) , 

• the formation of metabolites, butyrate, acetate, 
ethanol, butanol, carbon dioxide, and hydrogen, in variable 
proportions depending on types and conditions, but which result 
directly or indirectly from the standard routes of energy 
production (ATP) , which also generate the reduced coenzyme. 
Attempts to supply carbonaceous substrates, such as the oses, to 
promote the energy production routes and to preferentially orient 
the synthesis of 1, 3-propanediol from glycerol lead to the 
accumulation of these secondary products, which are potential 
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bacterial activity capable of converting glycerol into 1,3- 
propanediol. 

The invention starts from the observation that 
fermentation of glycerol into 1, 3-propanediol is a principal 
preliminary step in the degradation that occurs in anaerobic 
ecosystems . 

This invention comprises obtaining bacterially active 
products, especially bacterially pure strains, that ferment 
glycerol from anaerobic microbial habitats, represented, for 
example, by anaerobic digesters, sediments from natural 
environments (soils and others) , and sludges from effluent 
holding basins. 

In the invention, precultures of anaerobic populations 
from anaerobic microbial habitats are made under anaerobic 
conditions on a buffered nutrient medium, based on glycerol as 
the sole source of carbon and energy, with the objective of 
promoting the development of strains capable of fermenting 
glycerol. ... The active precultures are enriched by batch 
fermentation in an anaerobic reactor on a nutrient medium based 
on glycerol as the substrate at a regulated pH. 

The operating pH conditions depend on the type of 
isolated microorganisms. The pH's between 5 and 8, preferably 
between 6 and 7.5, have proved to be the most appropriate. 

During the phase of glycerol consumption by the culture 
enriched in microorganisms that ferment glycerol, bacterial 
strains are isolated by anaerobic sampling, diluting the 
populations, and then spreading the populations in Petri dishes 
by a single or double layer technique in a agar culture medium 
adapted to optionally or strictly anaerobic microorganisms. 

The invention involves the products and bacteria thus 
obtained from anaerobic microbial sources capable of producing 
1,3 -propanediol and belonging, in particular, to the Enterobacter 
aacrlomerans , Clostridium butyricuia , and Citrobacter ama lonaticus 
species. 
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acid as the major cometabolite determined in the aqueous phase, 

which constitutes a means to simplify the purification phase. 

The strain also shows a slightly elevated gas-producing 
characteristic starting from glycerol. 

The characteristics related to the fermentation 
conditions and performances of glycerol into 1, 3-propanediol as 
described above are very high yield , high productivity, and 
acetate as the only accumulated coproduct. These give the 
invention's process using the Enterobactor agglomerans species, 
and especially, the new Enterobacter agglomerans strain, better 
possibilities for making propanediol from glycerol as the source 
of assimilable carbon, from the standpoint of industrial 
application to purified glycerol solutions or glycerol contained 
in process waters from the conversion of renewable organic 
materials. 

The invention's process can also use the new 
Clostridium butvricum strain for making propanediol from glycerol 
in byproducts of agroindustrial origin or from purified glycerol 
under the following fermentation conditions: 

• strict anaerobiosis, the medium being purged by 
nitrogen flow and the addition of reducer compounds, 

• pH regulated to values between 5 and 8, preferably 
between 6 and 7.5, and 

• temperature in the range between 32 and 40° C, more 
particularly, close to 37° C. 

The fermentation medium contains cofactor mineral 
elements of yeast extract and glycerol at concentrations between 
15 and 200 g/1. 

It can also contain other organic substances, either 
nonassimilated or capable of being used as cosubstrate. 

The yields for conversion of glycerol to propanediol 
obtained on a medium of industrial origin are similar to those 
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EXAMPLE 1 



Obtaining and isolating bacterial strains from anaerobic 
microbial floras that ferment glycerol into 1 , 3-propanediol 

Obtaining bacterially pure strains that ferment 
glycerol is accomplished by the following protocol with a 
microbial flora taken from anaerobic habitats such as the 
anaerobic digesters of effluents from distilleries and 
agroindustries, as well as anaerobic media such as sediments and 
sludges from effluent collection sites* 

A penicillin type flask containing 120 ml of a buffered 
mineral medium and glycerol (20 g/1) is inoculated with 10 ml of 
the bacterial suspension and incubated according to the 
conditions described in Example 3. In the glycerol fermenting 
phase, which is monitored by HPLC analysis, 90 ml of the 
suspension are withdrawn to inoculate an anaerobic reactor 
containing 0.9 1 of the culture medium described above. During 
the propanediol production phase, which is followed by HPLC 
analysis, 1 ml of anaerobic microbial culture is withdrawn from 
the reactor under aseptic and anaerobic conditions (a syringe 
purged with nitrogen) to inoculate a tube furnished with a 
threaded stopper and a septum, containing 9 ml of physiologically 
sterile anaerobic water. 

Starting with this tube, successive dilutions by a 
factor of ten are done from tube to tube. For each tube of 10 3 
to 10 6 dilution, two petri dishes are prepared containing a 
single layer brewer 1 s medium (Merck) and a double layer brewer's 
medium to isolate strictly anaerobic microorganisms. Incubation 
evolves in an anaerobic jar that is purged with nitrogen and 
maintained under anaerobiosis at 37° C by an 11 Anaerocult" device 
from Merck Company. After 48 hours, the colonies are sampled and 
inoculated in a tube of glycerol medium (A) for examination and 
identification after 24 hours of culture according to the 
microbiological criteria and methods recommended for strictly and 
optionally anaerobic microorganisms. 

Three strains, Enterobacter agglomerans , Biogroup V, 
Clostridium butvricum , and Citrobacter amalonaticus are obtained 
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umxpara aanq.x.no aqq. jo uoxq.xsocunoo 

•Abaaua pus uoqaBO jo eoanos aios aqq. sb xoaaoATb 
buxuxBqxioo 'qiBS qiBqoo 12 P UB qoBaqxa q.sBaA b qq.xA paqoxaua 
umxpara TBaauxuc b st suBaaraoim>B aeq.oBqoaaq.ua Aq joxpauBdoad 
-C'T Bux^bih pub buxwoab aoj pasn mnxpara quaxaqnu eq,i 

suBaaraoxbbB aeq.OBqoasq.ua 
Aq xoaeoAib moaj xoxpauBaoaa-e'T jo uox^onpoad 



3 aidHVxa 

• (e 

eiduiBxa aas) saixioad uoxqBquaraaai aqq ux uees sb 'saxoeds au.q. jo 
suxBaq.s uaoux uioai ^ueaeiaxp sx peuxBqqo umoxaAqnq jo uxsaqs 
A3U eqi, •uoxqBqueraaej xoaaoATb aoj eanqBae^xi oxjx^uexos sq^ ux 
u/4ou3{ qou saxoeds t^T- 13 ^ 012 ^ °^ ^uoieq 'snoxq^uoTBUiB aeqoBqoaqTD 
puB suBaeuioibbB aeqosqoaequa 'suxsaqs owq. eqj, 

•IoxpeuBdoad-G 'T a^Biu 
oq. peAaesqo ueeq sabu, uoxua ' (spuod puc 'suooJdbi 'sitos) Bxpeui 
TBanq.BU uioai squemxpes pus sebpnxs puB aeqsebxp oxqoaeBUB ub 
raoai sabpnts rsaoanos TBxqoaoxra buxAOTTOJ eqq uioaj poqqara sxqq Aq 



Mineral solution 



EDTA 


5 g 


H3BO3 


0.124 g 


MnCl 2 - 4H 2 0 


0.03 g 


C0G1 2 - 6H 2 0 


0.02 g 


FeS0 4 « 7H 2 0 


2 g 


ZnS0 4 - 7H 2 0 


0.1 g 


NaMo0 4 - 2H 2 0 


0.03 g 


NiCl 2 « 6H 2 0 


0.02 g 


Mineral solution 


(continued) 


CuCl 2 * 2H 2 0 


0.01 g 


H 2 0, distilled, to make 1 liter 



The medium is brought to boil and then cooled under 
nitrogen. After autoclaving, it is reduced by the addition of an 
L-cysteine solution at 20 g/1 (0.5% vol/vol). 

The preculture (90 ml) inoculated from storage tubes 
(10 ml) is conducted in anaerobic penicillin flasks at 37° C. 
After 36 hours of incubation, the activated inoculum is 
transferred into a 1-liter anaerobic reactor, as described above, 
containing 904.5 ml of reduced medium with 2% of glycerol and 
purged with gaseous nitrogen. 

The fermentation evolves at 37° C at a regulated pH 7. 

The Enterobacter aaalomerans converts the glycerol 
exclusively into i, 3 -propanediol and acetate as hydrocarbon 
metabolites with molar yields of 74 millimoles of propanediol and 
24 millimoles of acetate formed from 100 millimoles of glycerol 
consumed. The results are shown in Figure 1, which is a diagram 
illustrating the profile of glycerol conversion by Enterobacter 
a gglomerans . The abscissa shows the duration of conversion 
expressed in hours. The ordinates show respectively the biomass 
quantity expressed in g/1 on the left axis and the quantities of 
glycerol and products formed (1, 3 -propanediol and acetate) 
expressed in millimoles on the right axis. 

The maximum volume productivity in 1 , 3 -propanediol is 
1.98 g of PPD/l/h for 12 hours of fermentation* 
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umoxaAqnq umxpxaqsoxD 
Aq loxpaueaojca-c • x ?o uoxqonpoaa 



c auwvxa 



TABLE I 



Composition of Culture Media 





(A) 

Buffered Medium 
(flask) 


(B) 

Reactor Medium 
Regulated pH 


K 2 HP0 4 


3.4 g 


i g 


KH 2 P0 4 


1.3 g 


0.5 g 


CaC0 3 


2 g 


0 


(NH 4 ) 2 S0 4 


z g 


0 rr 


MgS0 4 - 7H 2 0 


0.2 g 


0.2 g 


CaCl 2 - 2H 2 0 


20 mg 


20 mg 


FeS0 4 « 7H 2 0 


5 lag 


5 mg 


Yeast extract 


i g 


i g 


Glycerol 


20 g 


20 to 200 g 


Water, distilled 


to make 1000 ml 


to make 1000 ml 



Reducer solution 



6.25 g of L-cysteine and 6.25 g of Na 2 S* 9H 2 0 are 
dissolved in 500 ml of a 0.8 N soda solution, previously 
deoxygenated . 

Vitamin solution 

Biotin 

p-Aminobenzoic acid 
Cobalamide 

Water, distilled, to make 



5 mg 
2 g 
15 mg 
100 ml 



The fermentation profile is shown in Figure 2, which is 
analogous to Figure 1, to illustrate the profile for the 
conversion of glycerol by Clostridium butyricum , the products 
formed being in this case 1, 3-propanediol and the butyrate. The 
yield from the pure Clostridium butyricum culture (Strain 1-1211) 
is 57 millimoles of 1, 3-propanediol formed per 100 millimoles of 
glycerol consumed. The butyrate is the sole hydrocarbon 
coproduct detected in the aqueous phase and represents less than 
7% of the molar quantity of glycerol consumed. 
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•e axdurexa ux paqxaosap (v) umxpam x^^^xm paaajjnq Ax6uoaq.s aqq 
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ux sanoq xoj paanqxnoaad sx msxuB6aooaoxm aqj, 

XoaaoAx^ mixuxequoo uxfcxao 
jDUXssaooaa pooj ao x^«*nqxnox;a>B 30 sanpxsaa x^T-^sttP 11 ! 
moaj umoxaAqnq umxpxaqsoxD Aq XOTP 91112010 ^ 01 -^ ' I 3° uoxqonpoaa 



v aidwvxa 

•sanoq ZZ sx uoxqequauuaj aqq jo qq6uax aqq pub 'aq/x/6 g • ^ 
sx xoxpauBdojrd-e 'X o^ux uoxsaaAUOD aqq jo AqxAxqonpoad mnmxxem 
aqq 'x/xoaaoAx6 jo 6 qq*F M sqaeqs uoxqequauiaaj uaqM 



TABLE II 



Parameters of the conversion of natural origin glycerol 
by Clostridium butyricum (Strain 1-1211) 



Substrate origin 


Residual water, 
Distillery No. 1 
(red wine vinasse) 


Residual water, 
Distillery No. 2 
(white wine vinasse) 


Initial glycerol 
concentration 


15.8 g/1 


14 g/1 


Production of 
1,3 -propanediol 


8.4 g/1 


6.6 g/1 


Molar yield 0.64 
mole of PPD produced/ 
mole of glycerol consumed 


0.57 



EXAMPLE 5 



Production of 1 . 3-propanediol bv a microbial population 
containing strains of Clostridium butvricum (Strain 1-1211) 

or Enterobacter agglomerans (Strain 1-1210) in an 
anaerobic digester of residual bioethanol distillery waters 

The anaerobic , mixed, microbial flora was placed in a 
culture according to the protocol for preparing fermentations 
described in Example 3» 

The fermentation medium in the anaerobic reactor 
included glycerol in various concentrations between 20 and 125% 
(weight /volume) . The cultures developed at a pH between 5 and 8 
at 37° C. 

Figures 3a and 3b show the profile for glycerol 
conversion by the mixed anaerobic microbial flora in the 
digester. 

Figure 3a is a diagram analogous to Figures 1 and 2. 
The right ordinates show the millimole quantities of glycerol and 
1,3-propanediol formed. In Figure 3b, the axis of the left 
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pauiaoj s^onpoad jo saxqx^UBiib axouixxXT 111 at l^ '^qbxa aqq uo puB 
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CLAIMS 



1. Process for obtaining bacterially active products 
capable of converting glycerol into 1, 3 -propanediol, the said 
process comprising the steps of: 

a) preculturing anaerobic populations stemming from 
anaerobic microbial habitats , the said preculture being 
accomplished in anaerobic conditions on a buffered nutrient 
medium containing glycerol as the sole source of carbon, 

b) isolating active microbial precultures capable of 
fermenting glycerol, 

c) enri'ching the said precultures by batch fermentation 
in an anaerobic reactor on a nutrient medium based on glycerol as 
the substrate and at a regulated pH, and 

d) isolating bacterially active products capable of 
transforming glycerol into 1, 3 -propanediol. 

2. Process according to Claim 1, characterized in that 
the anaerobic microbial habitats are agroindustry anaerobic 
digesters, such as distillery effluents, or anaerobic media, such 
as sediments and sludges from effluent collection sites, 

3 . Process according to one of Claims 1 or 2 , 
characterized in that the pH is regulated to a value between 5 
and 8, preferably between 6 and 7.5. 

4. Process according to any of Claims 1 to 3, 
characterized in that the bacterial strains are isolated by 
starting with samples in anaerobiosis, diluting the populations, 
and spreading the populations in petri dishes on culture media 
containing agar in anaerobic conditions. 

5. Bacterially active products capable of converting 
glycerol into 1 , 3-propanediol and obtainable by the process 
according to any of Claims 1 to 4 . 
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•suxeaqs qist-i suBaauioiooe 
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-G'T oqux xoaaoAiB 30 uoxsaaAUOO aqq 'TT3T-I uxBaqs umoxaAqnq 

umxpxaqsoio aqq jo TT uixbtd °1 BuxpaoooB es A *C T 

•D oOt qnoqB pue' 82 uaawqaq paqBooi aBuea aanqsaaduiaq 
b ux ' l q-B AiqBaaiaad 'g-£ pue 9 uaawqaq H<i ,3^ J° uoxqBinBaa 
puB Toaquoo qqxw sxsoxqoaaBUB 30 aqBqs e ux paqsxTduioooB Buxaq 
ToxpauBdoad-e'T oqux xoaaoAiB 30 uoxsaaAUOO aqq '0T 2T-I ujBaqs 
suBjamoibbB aaqoBqoaaqug aqq AiaBinoxqaBd 'saxoads sTTeaawoTEBe 
aaqoBqoaaqua sqq jo TT urxBiq oq Buxpaoooe asn 'ZT 

•ToxpauBdoad-e'T oqux uoxqequaraaai Aq xoaaoAiB 
qaaAUoo oq 6 oq g suixbto 10 Aub oq BuxpaoooB Aq.XAxq.OB isxaaqoBq 
BuxABq suxBaqs puB 'saxoads 'sqonpoad 10 asn *TX 

•ZXZT-X *on aapun WDNO 
aqq qB paaaqsx&aa uxBaqs snoxqBUOTBuiB aeqOBqoaqxo *0T 

•TT3T-I 'ON aapun 
WONO sqq qe paaaqsxBaa uxsaqs umoxaAqnq umxpxaqsoio *6 

•0T2T-I *ON aapun WDNO 
aqq qB paaaqsxBaa uxsaqs suBaamoito&e aaqoBqoaaqua *8 

•saxoads suBaamoibbB aaqoB qoaaqua °^ BuxBuoiaq Bxaaqosq 

Buxsxaduioo 9 ao g suixbtd 50 auo oq BuxpaoooB sqonpoad *Z. 

• suiaqsAsooa 

oxqoaaBUB 50 saanqino paxxui 30 uuoj aqq ux 'snoT^BUoieme 
aaqoeqoaqxD Jo ' umoxaAqnq uinxpiaqsoLO ' suBaauioim>B aaqaeqoaaqua 
Buxpnioux 'g uixbtd oq BuxpaoooB sqonpoaa *9 



15. Use of bacterially active products according to 
Claim 5 comprising mixed bacterial populations that ferment 
glycerol and produce 1, 3 -propanediol, the said populations 
containing more particularly the Citrobacter amalonaticus 1-12 
strain according to Claim 10. 



Translated by Philip M. Levin, April 7, 1994. 
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